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要 旨(200字以 内)
C型肝炎 ウイルス(HCV)は肝臓に慢性の炎症 を引き起こし、高率に肝細胞癌や
2型糖尿病を引き起 こすが、詳細な分子機序は不明の点が多い。HCVゲ ノム由
来の蛋 白質は、本来の機能に加え宿主の内因性蛋白質 と相互作用 し、病理作用
を発現す る。現在我々は新たに開発 されたHCVレ プ リコンシステムや感染実験
系を用いて解析を進めてお り、本稿では最新の知見について紹介する。(神戸大 ・
院医 ・堀 田博教授 との共同研究)(196文字)
本文
HCV研究のマイルス トーン
HCVは従来の培養細胞や実験動物か ら直接 ウイルスを分離す る方法ではなく、
分子生物学的な手法によりその遺伝子断片がクローニングされた。1989年、Choo
らは輸血後非A非B型 肝炎患者の血漿を接種 されたチンパンジーの血漿中か ら、
ウイルス遺伝子の一部を見出し、それにコー ドされ る配列(ClOO-3抗原)を用いて
血清 中の抗体検査を行 った。その結果、新たに発見された遺伝子断片が輸血後
非A非B型 肝炎の主要な病原 ウイルスであることが明らかとな り、C型 肝炎ウ
イルスHφ α'1"3Cγか〃8(HCV)と命名 された(1)。その後、全長の遺伝子配列が解
明され、ウイルス蛋白質のゲノム構造やスプライシング機構が明 らかになった。
HCVは通常ヒ トのみを宿主とし、培養細胞での感染増殖系が確立出来なかった。
そのため研究の進展に支障を来 していたが、1999年にHCVレ プ リコンシステム
が報告 され、HCVの細胞内複製機構の解析が可能 となった(2)。さらに2005年
には劇症肝炎患者の急性期血清 より分離 されたHCV株 を用いて、ついにHCV
感染増殖実験系が確立された(3,4)。
HCVの 性 状
HCVは フ ラ ビ ウイ ル ス科F1αv∫v〃'ぬεヘ プ シ ウイ ル ス 属H印 αc'γ傭8に 分 類 さ
れ 、遺 伝 子 は全 長 約9600塩基 よ りな るプ ラス鎖1本 鎖RNAで 、IRES(intemal
ribosomeentrysite)を含 む5'非翻 訳領 域 、3'非翻 訳 領 域 の 問 に1つ のopenreading
倉ame(ORF)を持 つ(図1)。ORFからIRESのは た らき に よ り翻 訳 され た 大 きな 前
駆 体 蛋 白質 は 、宿 主 と ウイル ス の 蛋 白質 分 解 酵 素 に よ り切 断 され 、3種 類 の ウイ
ル ス構 造 蛋 白質(コア蛋 白質 、Elお よびE2エ ンベ ロー プ 蛋 白質)と7種 類 の 非構
造 蛋 白質 を生 じる(P7を構 造 蛋 白質 に分 類 す る成 書 も あ る)。ウイ ル ス粒 子 は 直
径55～65nmの球状 粒 子 で 、内 部 に コア粒 子 が 存在 す る。 コア 蛋 白質 は 強 い免 疫
原 性 を有 し、感 染 者 の ほ とん どが抗 コア蛋 白質 抗 体 を産 生す るの で 、C型 肝 炎 ウ
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イルスによる肝炎の診断に用いられている。その他のHCV蛋 白質の性質は図1
に示す。
HCVの遺伝子型は60種類以上あ り、地理的分布や肝病原性、インターフェロ
ン感受性が異なる。la型は血友病患者に多いがそれ以外は希であ り(血液凝固因
子製剤の汚染による)、米国や ヨーロッパに多い。lb型はわが国において70～
85%の頻度で見 られ、インターフェロンの治療効果は無効であることが多く、
肝病原性 も強い傾向にある。2a型はわが国において10～15%の頻度で、インタ
ー フェロンの治療効果は概ね有効である。わが国に関連が深いもの としては、
他に2b、3a、3b型がある。インターフェロンの治療成績 に影響 を与える因子 と
しては遺伝子型に加 え、血中ウイルス量、感染後の罹病期間、さらにウイルス
のNS5Aの 特定領域(インターフェロン感受性決定領域:ISDR)のア ミノ酸配列
の差異 も重要であると考えられている。
HCVの ライフサイ クルについては次のよ うに考えられている(5)。感染 した
HCVは リボ蛋白質 と結合 して血液中を移動す る。肝細胞に感染す る際にはエン
ベ ロープ蛋 白質のE2がCD81とSR-Blに結合し、claudin-1とoccludinを介 して
細胞内に侵入する。侵入 したウイルスは細胞質に放出されて脱核 される。HCV
のRNAゲ ノムはIRESを介 して翻訳され、HCV蛋白質のプロセッシングが行わ
れ る。同時にHCVの 非構造蛋白質NS5Bにコー ドされたRNA依 存性RNAポ リ
メラーゼの働 きによりHCVの ゲノムRNAが 複製 される。感染 した細胞には
membranouswebとい う現象が観察 され る。HCVの複製には脂肪滴(lipiddroplet)
との密接な関係が明らかとなっている(6)。複製 したRNAとHCV蛋 白質により
子 ウイルスがパ ッケージングされ、成熟 した ウイルス粒子は細胞外へ放出され
る。
HCVの病原性発現機構
ウイルスの標的細胞は肝細胞 とBリ ンパ球である。肝細胞障害の機序 として、
ウイルスによるCPEの関与は不明であるが、 リンパ球を介する肝細胞障害機構
やアポ トー シスの関与 が考 え られ る。感染後1～3ヶ 月の潜伏期 を経て急性肝炎
を発症す るが、免疫力の正常な成人が罹患 した場合でも慢性肝炎にな りやす く、
慢性化率は50～80%に達す る。慢性化の要因 としては次の点が考えられている
(図2)。第一にHCVがRNAウ イルスであ り、変異 しやすいことが挙げ られる。
特 にエ ンベ ロープ蛋 白質 のア ミノ末端 は非常 に変異 しやす く、超可変領域
(hypervariableregion:HVR)と呼ばれ、中和抗体か らのエスケープ機序に関与 し
ていると考えられている。第二にHCVが 正常のウイルス排除機構か ら巧みに逃
れ るエスケープ変異を有す ることが考えられ る。HCV蛋 白質は様々な宿主因子
と相互作用することが報告 され、複製 に関与す る宿主因子 と病原性 に関与する
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ものとに大別 され る。非構造蛋 白質のNS3とNS4Aの複合体はTLR3やRIG-1
によるウイルス感染応答シグナル を阻害することが近年明 らかになっている(7)。
また非構造蛋 白質のNS5Aはインターフェロン応答に関わるPKR(2本鎖RNA依
存性プロテイ ンキナーゼ)や2-50AS(2'5'オリゴアデニル酸合成酵素)を阻害する
はたらきを有す る。第三の要因としてはHCVが リンパ球に感染す ることにより
免疫機構 を錯乱す ることが考えられているが、詳細なメカニズムは明らかとな
っていない。
慢性のC型 肝炎は10～20年を経て肝硬変に進展 し、やがて高率に原発性肝癌
を発生す る。わが国では毎年2万 数千人がHCVに よる原発性肝癌で死亡 してい
るが、これは原発性肝癌の約80%にあたる。HCV自体は逆転写酵素を持たない
ため、肝細胞染色体DNAへ の組込みは認 められない。HCVに よる肝細胞の癌
化の要因としては次の点が考えられ る(図3)。前述のように、感染に伴 って産生
され るHCV蛋 白質は様々な宿主因子 と相互作用するために、肝細胞機能への影
響が考 えられる。特にコア蛋 白質は強い免疫原性 を有するほか、脂肪肝の誘発
や転写因子活性化など様々な機能を有す ることが報告されている。癌原蛋白質
の活性化や癌抑制蛋 白質の機能阻害も考えられ、NS3は癌抑制蛋白質のp53に
会合 して活性を抑制 していることが報告 されている。NS4Aはアポ トーシスへの
関与が明らかになっている。NS5AはSrc型のチロシンキナーゼやその会・合蛋白
質 と相互作用 し、その活性を調節す る。 これ らの要因に加えて、慢性C型 肝炎
となった後に、長期にわた り持続的な炎症 と肝再生 を繰 り返す ことによ り、細
胞内の遺伝子変異が蓄積す ることも大きな要因となると考 えられ る。
研 究 ツー ル の 開発
HCVの 発 見以 来 、 ウイル ス の培 養 実験 系 が存 在 しな い こ とがHCVの 基礎 研
究 の妨 げ に な っ て き た。1999年に な っ て、 ハ イ デル ベ ル グ大 学 のBartenschlager
博 士 らの グル ー プ に よ り画 期 的 なHCVレ プ リコ ンシ ス テ ム が報 告 され た(図
4)(2)。この シ ステ ム はHCV(Conl株)の構 造 蛋 白質領 域 と非構 造 蛋 白質領 域 の 一
部 を取 り除 き、 代 わ りにネ オ マ イ シ ン耐 性 遺 伝 子 に 置 き換 え た プ ラス ミ ドを作
成 し、それ を鋳 型 と して試 験 管 内 で合 成 され たRNAを 培 養 細 胞(Huh-7細胞 な ど)
に トラ ンス フ ェ ク シ ョン し、 ネ オ マ イ シ ンで 選 択 培 養 を行 う。 生 き残 った 細 胞
で はHCVレ プ リコ ンRNAが 複 製 し、同 時 にHCV蛋 白質 も持 続 的 に発 現 して い
る。 この シ ステ ム を用 い る こ とでHCVの 培 養 細胞 内 で の増 殖 複 製 が観 察 可 能 と
な っ た。この シ ステ ム はHCVの ゲ ノム の 一 部 で あ る とい うこ とか らsubgenomic
replicon(SGR)と呼 ばれ てい る。 さ らに、 全 長 のHCVゲ ノ ム(0株)を用 い て 、構
造 蛋 白質 と非 構 造 蛋 白質 を発 現 す るfUllgenomicreplicon(FGR)も開発 され て い
る(8)。レプ リコン細 胞 で はHCVRNAが 効 率 よ く複 製 して お り、 要 因 と して複
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製 効 率 を非 常 に 向上 させ る よ うな適 応 変 異(adaptivemutation)が考 え られ るが 、こ
れ らは感 染 性 の増 強 との 因 果 関係 は な い と考 え られ て い る。 な お 、 レプ リコ ン
細 胞 か らは感 染 性 粒 子 は産 生 され な い。
これ に対 し、劇 症 肝 炎 患 者 か ら分 離 され たHCV(JFH-1株、2a型)は培 養 細胞
よ り感 染 性 ウイ ル ス粒 子 を産 生 し、 チ ンパ ン ジー に も感 染 可 能 で あ っ た(3)。更
に レプ リコ ン研 究 か ら同定 され たHCV複 製 の感 受 性 の 高 い細 胞(Huh75細胞)に
お い て は 、細 胞 質 内 の2本 鎖RNAを 検 知 して イ ン ター フ ェ ロ ン応 答 を誘 導す る
RIG-1(retinoicacidinduciblegene-1)に変 異 が あ る こ とが 明 らか とな った。 この 細
胞 に 、2a型のJ6株 の構 造 領 域 とJFH-1株の 非構 造領 域 との感 染 性 キ メ ラ ウイル
ス(J6/JFHI)を導 入 す る と、 非 常 に高 い感 染 力価(104～105)を示 す 培 養 上 清 が調 整
可能 とな っ た(図5)(4)。こ うして効 率 の 良 い ウイ ル ス培 養 系 が誕 生 し、HCVの
ライ フ サイ クル の観 察 が容 易 に な っ た。
C型肝炎 ウイルスの病原性発現機構(1)一発癌機構一
肝組織の免疫組織染色の結果、HCV感染によりシグナル伝達分子Syk(Spleen
tyrosinekinase)の細胞内局在パ ターンがびまん性か ら斑状に変化す ることが明 ら
かとなった(9)。Sykはその名 の通 り脾臓から単離 された非受容体型チ ロシンキ
ナーゼで、マス ト細胞やマクロファージの機能、B細胞の分化に不可欠であるこ
とから、感染免疫応答 に重要な分子であると考えられている(図6)(10)。構造は
ア ミノ末端か ら免疫系の受容体の細胞 内共通モチーフ配列(ITAM)に結合す る
SH2ドメイン、基質蛋 白質を リン酸化す るチロシンキナーゼ ドメイン、さらに
両者をつなぐリンカー領域(調節部位)からな り、乳がんやメラノーマでは癌抑制
蛋 白質 としての働きが報告 されている(ll)。最近では新規Syk阻害剤の開発が ト
ピックスとなってお り、アレルギー性鼻炎、慢性関節 リウマチ、ITP、他 に対す
る臨床応用の可能性が注 目されている。
肝細胞においてSykはHcv蛋白質の一つNS5Aと特異的に会合す る。両者の
会合様式を詳細に検討 したところ、NS5Aのア ミノ末端部分がSykとの会合に関
与す ることが明らかとなった(図7)。さらに、NS5Aとの会・合によりSykのチロ
シンキナーゼ活性が抑制 され るが、その際NS5Aとの会合に加 え、NS5Aの中央
部分がSykの阻害に関与することも明らかとなった。NS5Aとの会合はSykによ
る肝細胞 内蛋 白質のチロシン リン酸化 も同様に抑制 し、浸透圧ス トレスを介す
るホスホ リパーゼC一γ1のチロシンリン酸化も抑制 した。以上よ り、HCV蛋 白
質の発現により肝細胞癌が発症す るメカニズムの一つ として、Sykを介す る癌抑
制シグナル伝達機構の阻害が考えられた(9)。
C型肝炎 ウイルスの病原性発現機構(2)一・合併症一
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HCV感染症は脂質代謝異常症や2型 糖尿病 との関連が指摘されている。HCV
感染実験系を用いて解析を行ったところ、HCV感染細胞では、細胞内へのグル
コースの取 り込みが有意に低下し、細胞をインターフェロン処理 してHCVを 消
失 させると、その現象が見 られな くなった(図8)(12)。その原因について調べた
ところ、肝細胞に発現するグルコース トランスポーター(GLUT)のうち、GLUT2
の細胞表面への発現が特異的に抑制 されていることが明らかとなった。細胞 を
イ ンターフェロン処理す ると抑制効果は消失 した。またGLUT2のmRNA産 生
量や、プロモーターの活性も低下 していることが明 らかとなった。 プロテアソ
ーム阻害剤の前処理により抑制効果が影響 されないことからGLUT2の蛋白質分
解が促進 した結果ではないと考えられ る。HCV患者 由来の肝組織 を免疫染色で
調べた結果、GLUT2の発現低下が確認 された。以上より、HCV蛋白質の発現に
よりGLUT2の発現が抑制 され、肝細胞へのグルコース取 り込みの低下 と、それ
による高血糖が引き起 こされていることが示唆 された(12)。
おわ りに
本稿では、HCVの性状、病原性発現機構、研究ツールの開発について概説 し、
さらに私共の最新の知見について紹介 した。なお本研究は神戸大学大学院医学
研究科 堀 田博教授 との共同研究である。
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HCVによる慢性肝炎発症機序
標的細胞:肝細胞とリンパ球
肝細胞障害の機序:リンパ球を介する肝細胞障害機構,アポトー シス
構造蛋白質 非構造蛋白質
謹 超可変領域p7回 回 旺豆コ日匝至ヨlNS3 NS4Al口[璽コ[亟 コlNS5BI
1欝蟻 灘;爾 一
一:丁::
TLR3,RIG-1によるウイルス
感染応 答シグナルを阻害
PKR,2-50ASを阻 害
PKR:dsRNA・dependentproteinkinase
慢性化の要因350AS:2'ゐ オリゴァデニル酸合成酵素
①RNAウイルスであり変異しやすい
②免疫応答が不十分(排除機構から巧みに逃れるエスケープ変異)
③ リンパ球に感染し免疫機構を錯乱
8
3HCVによる肝癌発症機序
わが国では、約150万～200万人のHCV慢性感染者が存在し、毎年2万数千人が
HCVによる原発性肝癌で死亡 している(原発性肝癌の約80%)
構造蛋白質 非構造蛋白質
p7NS4A鵬[≡ コ回[豆 コ日匝至ヨlNS31口[亜 コ[画 コlNS5B
鱒 薦瀟 僻齋1臨 で1
癌化の要因(可能性)
①肝細胞染色体DNAへのHCV遺伝子の組込みは認められない
②感染に伴って産生されるHCV蛋白質が宿主細胞機能に影響を及ぼす可能性
③癌原遺伝子産物の活性化や癌抑制遺伝子産物の機能阻害
④持続的な炎症、継続的な肝再生による遺伝子変異の蓄積
■研究ツールの開発 4
HCVレプリコンシステム
?
?
??
非構造蛋白質
HCVgenome5・
NS4A
CEIE2NS2NS3NS4NS5ANS5B
?
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■研究ツールの開発 5
感染性組換えHCV
組換えHCVウイルス(2a)
J6
P7
JFH-1
NS4A
J6/JFH1 5'CEIE2NS2NS3NS4NS5ANS5B ?
Huh7.5細胞
感染性粒子を継代可能
購
6
非受容体型チロシンキナーゼSyk
銚:£pleen]遮i≦inase、1991年福井医科大学で単離
マスト細胞やマクロファージの機能、B細胞 の分化に不可欠
感染免疫応答に重要な分子
ll鴨Mに結合1
↑ ↑
リンカー領域(調節部位)
A
SykNSH2SH2 チロシンキナーゼC
↓
1基質蛋白質のリン酸化
癌抑制蛋白質としての働き:乳癌やメラノーマなど
新規Syk阻害剤の開発:アレルギー性鼻炎、慢性関節リウマチ、
lTP、他に対する臨床応用の可能性が現在注 目されている
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7NS5AとSykの相互作用
NS5A
NSsAFulI
1-302
1-236
176-447
PKR-bindingISDR
region
F=ヲ 狽 K.一一一 ゆ一302一 お6
一覧ア6
1_______」LiL__j
構造と機能との関連について
NS5A Sykとの会合 Sykの阻害
全長 十 十
1-302 十 十
1-236 十 一
176-447 一 一
①NS5Aのアミノ末端は
Sykとの会合に関与する
②NS5Aの中央 部 分 は
Sykの阻害に関与する
8
HCV複製による細胞内グルコース取り込み抑制
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
1.5
1
0.5
↓
★
0
轟らが
J61JFH1:組換 えHCV
lFN(・》lFN(1000UlmI)
一
※インターフェロン処 理 によりHCV消失
ll
